esp(^cdnet document view 



Page 1 of 1 



Primary structure and nucleic acid of the human neutrophil antigen-2a, 
useful for antigen detection, e.g. diagnosis of various forms of neutropenia 



Patent number: 
Publication date: 
Inventor: 
Applicant: 
Classification: 

- international: 

- european: 
Application number: 
Priority number(s): 



DE1 0028725 
2001-12-13 

BUX JUERGEN [DE]; KISSEL KARIN [DE] 
BUX JUERGEN [DE] 

C07K1 4/435 
C07K14/705B28 
DE20001 028725 20000609 
DE20001 028725 20000609 



Abstract of DE1 0028725 

The primary structure of the human neutrophil antigen-2a (HNA-2a, previously known as NB-1), 
expressed on neutrophilic granulocytes, is new. Independent claims are also included for the following: 
(1) nucleic acid sequences for HNA-2a; and (2) the deduced amino acid sequence and applications of 
NHA-2a. 
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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unteriagen entnommen 

Prima rstruktur des HNA-2a (ehemals NBD-Antigens 

Das auf neutrophilen Granulozyten exprimierte HNA- 
2a{ehemals NB1)-Antigen kann AnIaB zur Antikorperbil- 
dung sein, die Immungranulozytopenien und pulmonale 
Transfusionsreaktionen zur Folge hat. Fur die Antigen- 
und Antikorperdiagnostik muSten bisher Granulozyten 
arbeits- und zeitaufwendig aus dem Blut typisierter Spen- 
der isoliert werden. Voraussetzung fiir die Entwicklung 
einfacher diagnostischer Verfahren war die Kenntnis der 
Primarstruktur des HNA-2a(NB1 ^Antigens. Diese wurde 
von uns aufgeklart. Hierzu wurde zunachst das Antigen 
immunaffinitatschromatographisch aufgereinigt, und die 
HNA-2a(NB1)-ldentitat mittcis Imm una blot unter Venwen- 
dung von Referenzantikorpern bestatigt. AnschlieRend 
wurde die N-terminale Aminosaurcsequenz durch Ed- 
man-Abbau bestimmt und nach Primerkonstruktion die 
cDNA-Sequenz mittels RACE-PCR ermittelt. Die cDNA-Se- 
quenz wurde in Saugerzellen rekombinant zur Expression 
gebracht und die Identitat des rekombinant exprlmierten 
Glykoproteins mit dem nativen HN A- 2a -Anti gen durch 
Bindung von monoklonalen und humanen Antikorpern 
an das rekombinante Glykoprotein in Antikorperbin- 
dungstests (DurchfluBzytometrie, Immunoblot. Immun- 
prazipitation) nachgewlesen. 

Die ermittelte cDNA-Sequenz wird die Entwicklung von 
DNA-basierten Antigenbestimmungsmethoden sowie 
von Antikorpernachweisverfahren unter Verwendung re- 
kombinant hergestellter HNA-2a(NB1)-Ant:gene in Form 
von fertig konfektionierten Testkits ermoglichen und da- 
mit die Antigen- und Antikorperdiagnostik ... 
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Beschreibung 

[(MH)!] Es ist bekannt, dafi das HNA-2a (NB1)-Merkmal zur Bildung von Alio und Autoantikorpem riihrcn kann. 
Diese Antikorper konnen zu Erkrankungen wie der neonataleo Immunneutropenie, die transfusionsassoziierten akuten 
5 Lungeninsuffizienz, der Ininiunneutropenie nach Knochenmarktranspianiation, der Medikameni-induzieilen Immunneu- 
tropenie sowie der Autoimmunneuiropenie fuhren. Man weiB, daB es sicb bei dem HNA-2a (NBl>Anligen um ein auf 
einer Subpopulation der Granulozyten exprimieries Glykoprotein handelL Die dem Glykoprotein zugmndeliegende Nu- 
kleotid- und Aniinosauresequenz ist bisher nicht bekannl gewesen, weshalb die fragilen und nichl lagerbaren Granulo- 
zyten ftir die Antigen- und Aniikorper-Diagnostik benuizi werden miissen. Hierzu sind die Granulozyien zunachsl ar- 

10 beiis- und zeitaufwendig aus dem Blut von Pauenien ( Antigennachwds) bzw. ausgesuchter, gesunder Spender (Andkor- 
pemachweis) zu isolieren. Erst dann konnen die notwendigen Untersuchungen fur die Diagnostik der oben angefuhrten 
Erkrankungen durchgefiibrt werden. Dies hatte zur Folge, dafi diese Untersuchungen nur von wenigen Speziallaborato- 
rien durchgefuhrr. werden, was wiedemm Postversand notwendig macht bzw. der Patient, wegen der Tnstahiiitat der Gra- 
nulozyten zur. Blutentnahme zum Spezialiabor reisen muB. 

15 [0002] Das Problem der Erfindung lag daher in der Aufklarung der kodierenden Nukleotidsequenz und der bieraus ab- 
leitbaren Aminosauresequenz, um auf die Verwendung von humanen, Granulozyten verzichten zu konnen. 
[0003] Zur Losung dieses Problems wurden zunachst Granulozyten aus dem Blut HNA-2a (MB 1 ) u-agender Individuen 
separien und anschlieBend lysiert, Mittels Immunaffinit^ischromaiographie wurde das Antigen aus dem Granulozyten- 
lysat isolien. Nach Auftrennung in der SDS-Polyacrylamid-Geleleku-opherese wurde das isolierte Antigen mittels Ira- 

20 munoblot unter Verwendung von mehreren Referenzantikorpem als HNA-2a (NBl)-Andgen bestadgL Die N-terminale 
Aminosauresequenz wurde durch Edman-Abbau ermitielt und Primer zur Aufklarung der cDNA-Sequenz konstruiert. 
Nach Isolierung von m-RNA aus Granulozyten HNA-2a (NBl)-positiver Individuen wurde die cDNA-Sequenz mittels 
RACE-PCR ("rapid amplificauon of cDNA ends polymerase chain reaction) ermitielL Die aus der cDNA-Sequenz abge- 
leitete Aminosauresequenz enthieli Aminosauresequenzen von 3 Trypsinspaltprodukten des immunchromatographisch 

25 isolierten Antigens. Die gefundene Nukleinsauresequenz wurde in COS- und CHOSaugerzellen zur Expression ge- 
brachi. Das expriimerte Glykoprotein (Andgen) wurde von nionoklonalen und humanen Antikorpem sowohl in der 
DurchfluBzyiomctric als auch in iininunchcmischen Mcthodcn wic dem Immunoblot und der Immunprazipitation cr- 
kannt. Somil isi nach derzeit gultigen wissenschafilichen MaBstaben nachgewiesen, dafi die von uns aufgeklarte Nukle- 
insauresequenz fiir das bekannte HNA-2a- (NBl)-Antigen codiert. Nukleinsauresequenz-Datenbanksuchen zeigten, daB 

30 der Anfangsieil der Nukleotidsequenz bereits im Rahmen des Human Genome Projekts sequenziert worden waren, ohne 
jedoch die Bedeutung der Nukleotidsequenz als kodierende Sequenz tur das HNA-2a (NBl)- Antigen zu erkennen, was 
sich auch in den Protein-Datenbanksuchen bestatigte. Bei dem HNA-2a (NB 1)-Anugen handelte es sich somit um ein 
* Glykoprotein der Granulozytenmembran mit bislang unbekannter Primarstruktur. 
[0004] Mit Hilfe der gewonnenen Nukleotidsequenz lassen sich cinfache und sichere molekularbiologisciie Methoden, 

35 z. B. Polymerase-Ketten-Reaktionen, zur Antigenbestimmung entwickeln, die nur geringe Mengen lagerbare DNA und 
nicht fragile Granulozyten als Ausgangsmaterial erfordem. Die DNA-basierten Tfechniken erlauben im Gegensatz zu in- 
takten Granulozyten auch einen Versand der Patientenblutproben. Weiterhin kann mit Hilfe der Rekombinauonstechno- 
logie das HNA-2a (NBl)-Antigen in groBer Menge und ohne Verunreinigungen durch andere humane Glykoproieine 
hergestelR und in Antikorpernachweisverfahen, z. B. EOS A, eingesetzt werden. 

40 [0005] Sowohl die DNA-basierten Andgentesls als auch die Antikorpernachweisverfahren unter Verwendung rekom- 
binanter Anugene lassen sich in Fonii von ferug konfektionierten Testkits als einfache diagnostische Verfahren fiir La- 
boratorien vemiaikten. Die Aufklarung der HNA-2a (NB 1)-Primarstruktur fiilirl. somit zu einer entscheidenden Verein- 
fachung seiner Antigen- und Antikorper-Diagnostik, 

[0006] Die Ausfahning der Testkits kann zum Beispiel analog zu den bereits im Handel befindbchen PCR-SSP-Test- 
45 kits fur die molekulare HLA-Antigenbeslinunung erfolgen, wobei die Nukleotidsequenzen fiir die HLA-Primer durch 
HNA-2a (NB 1 )-Antigen-spezifische Primersequenzen zu ersetzen waren. 

[0007] Der Antikorpemachweistest konnte entsprechend einem ebenfalls bereits auf dem Markl. befindlichen Tbstkil 
zum Nachweis andnuklearer Antikorper unter Verwendung rekombinat hergestellta* Antigene konliguriert werden. 
Hierzu konnte die rekombinate HersteUung des HNA-2a (NBl)- Antigens in groBerem Stile ebenfalls im Baculovirus-In- 
50 sektenzellen-Exprcssionssystem erfolgen. 



55 



60 



65 



DE 100 28 725 A 1 



SEQUENZPROTOKOLL 

ALLGEMEINE ANGABEN 

ANMELDER 

NAME: Dr. Jurgen Bux 
STRASSE: Wartweg 37 
ORT: Giessen 
LAND: Deutschland 
POSTLEITZAHL: 35392 
TELEFON: 0 1 70 271 4867 

ELEKTRONISCHE POST: Juer£en.Bux<atiminunoloaie.ined.uni-^iessen.de 

BEZEICHNUNG DER HRFINDUNG: 

ANZAHL DER SEQUENZEN: 1 

COPUTERLESBARE FASSUNG: 
DATENTRAGER: Diskette 
COMPUTER: IBM PC-kompatibel 
BETRIEBSSYSTEM: Windows 95 
SOFTWARE: Word fiir Windows 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 1 

• SEQUENZCHARAKTERISTIKA 
LANGE: 1584 Basenpaare 
ART:Nucleinsaure 
STRANGFORM: Doppelstrang 
TOPOLOGIE: nicht bekannt 

ART DES MOLEKOLS: c-DNA ZU m-RNA, Protein 

HYPOTHETISCH: nein 

ANTI-SENSE: nein 

• URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 
ORGANISMUS: Homo sapiens 
Zelltyp: Granulozyten 

UNMITTELBARE HERKUNFT: 
m-RNA aus humanen Granulozyten 

POSITION IM GENOM: 
Chromosom 19 

MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: CDS 
LAGE: 1 ... 161.4 



lU 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



DE 100 28 725 A 1 

MERKMAL: 

NAME/SCHLtJSSEL: Signalpeptid ' 
LAGE: 28 ... 90 

MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: Reifes Peptid 
LAGE: 91 ... 1338 

SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID-No: 1 

AAA GAG ATT ACC -AGC CAC AGA CGG • GTC ATG AGC CCG GTA 39 

Met Ser Pro Val 
-21 

TTA CTG CTG GCC CTC CTG GGG TTC ATC CTC CCA CTG CCA 78 

Leu Leu Leu Ala Leu Leu Gly Phe lie Leu Pro Leu Pro 
-15 ... -10 -5 

GGA GTG CAG GCG CTG CTC. TGC CAG TTT GGG ACA- GTT CAG 117 
Gly Val Gin Ala Leu Leu Cys Gin Phe Gly Thr Val Gin 

1 - 5 ■ 

CAT GTG TGG AAG GTG TC.C GAC CTG CCC CGG CAA TGG ACC 156 

His Val Trp. Lys Val Ser Asp Leu Pro Arg Gin Trp Thr 

10 15 20 

CCT AAG AAC ACC AGC TGC GAC AGC GGC TTG GGG TGC CAG IDS 

Pro Lys. Asn Thr Ser Cys Asp Ser Gly Leu Gly Cys Gin 

25 30 35 ■ 

GAC ACG TTG ATG CTC ATT GAG AGC GGA CCC CAA. GTG AGC 2'3»3 
Asp Thr Leu Met Leu lie Glu Ser Gly Pro Gin Val Ser 

40 45 ■ 

CTG GTG CTC TCC AAG GGC TGC ACG GAG GCC AAG GAC CAg' 273 
Leu Val Leu Ser Lys Gly Cys Thr Glu Ala Lys Asp Gin 
50 . 55 60 

GAG CCC CGG GTC ACT GAG CAC CGG ATG GGC CCC GGC CTC 312 
Glu Pro Arg Val Thr Glu His Arg Met Gly Pro Gly Leu 

65 70 . . 

TCC CTG ATC TCC. TAC ACC TTC GTG TGC CGC CAG GAG GAC 351 
Ser Leu He Ser Tyr Thr Phe Val Cys Arg Gin Glu Asp 
75 80 85 



TTC TGC FiAC AAC CTC GTT AAC TCC CTC CCG TTT TGG GCC 390 
Phe Cys Asn Asn Leu Val Asn Ser Leu Pro Phe Trp Ala 
fi" • 90 -95 100 
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CCA CAG C€C CCA GCA GAC CCA GGA " TGC TTG AGG TGC CCA 429 

Pro Gin Pro - Pro Ala Asp Pro Gly Ser Leu Arg Cys Pro 

105 ■ 110 

GTC TGC. TTG TCT ATG GAA GGC TGT CTG GAG GGG ACA ACA 4 68 

Val Cys Leu Ser Met Glu * Gly Cys Leu Glu Gly ■ Thr Thr 

115 120 125 . 



lU 



GAA GAG ATC TGC CCC AAG* GGG ACC ACA CAC TGT TAT GAT 507 
Glu Glu lie Cys Pro Lys Gly Thr Thr His Cys Tyr Asp 

130 . 135 • . 

15 

GGC CTC CTC AGG CTC AGG GGA GGA GGC ATC TTC TCC AAT 54 6 

Gly Leu Leu Arg Leu Arg Gly Gly Gly lie .Phe Ser Asn 
140 145 150 

.20 

CTG AGA GTC CAG GGA TGC ATG CCC CAG CCA GGT TGC AAC 585 
Leu Arg Val Gin Gly Cys Met .Pro Gin Pro Gly Cys Asn 
155- 160 165 

25 

CTG CTC AAT • GGG ACA CAG GAA ATT GGG CCC GTG GGT ATG 624 
Leu Leu Asn Gly Thr Gin Glu lie Gly Pro Val Glv Met 

170 175 * " 

30 

ACT GAG • AAC TGC AAT AGG AAA GAT TTT CTG ACC TGT CAT 663 
Thr Glu Asn Cys Asn Arg Lys Asp Phe Leu Thr Cys His • 
180 18-5 ' 190 . 

CG6 GGG ACC ACC ATT ATG ACA CAC GGA AAC TTG GOT CAA 702 
Arg Gly Thr Thr He Met Thr His Gly Asn Leu Ala Gin 
195 2.00 

GAA CCC ACT GAT TGG ACC ACA TCG AAT ACC GAG ATG TGC 741 

Glu Pro Thr Asp Trp Thr Thr Ser Asn Thr Glu Met Cys 

205 210 215* 

GAG GTG GGG CAG GTG TGT CAG GAG ACG CTG CTG CTC ATA 780 45 

Glu Val Gly Gin Val Cys Gin Glu ' Thr Leu Leu Leu He 

220 . .225 230. 

GAT GTA GGA CTC ACA TCA ACC CTG GTG GGG" ACA AAA GGC 819 50 

Asp Val Gly Leu Thr Ser Thr Leu Val Gly Thr Lys Gly 

. 235 ' 240 

TGC AGC . ACT GTT GGG GCT CAA AAT TCC CAG " AAG ACC ACC 858 

Cys Ser Thr Val Gly Ala Gin Asn Ser Gin Lys Thr Thr 

245 250 255 

ATC CAC TCA GCC CCT CCT GGG GTG CTT GTG GCC TCC TAT 897 
He His Ser Ala Pro Pro. Gly Val Leu Val Ala Ser Tyr 

260 2.65 ^ 
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ACC CAC TTC TGC TCC TCG GAC CTG TGC AAT AGT GCC AGC 

Thr His ?he Cys S'er " Ser Asp Leu Cys Asn Ser Ala Ser 

270 275 . 280 

AGC AGC AGC GTT CTG CTG AAC TCC CTC CCT .CCT CAA GCT 

Ser Ser Ser Val Leu Leu Asn Ser Leu Pro Pro Gin Ala 

265 290 295 

GCC CCT GTC CCA GGA GAC CAG CAG TGT CCT ACC TGT GTG 

Ala Pro Val Pro Gly. Asp Gin Gin Cys Pro Thr Cys Val 

300 305 

CAG CCC CTT GGA ACC TGT TCA AGT GGC TCC CCC CGA ATG 

Gin Pro Leu Gly Thr Cys Ser Ser Gly Ser Pro Arg Met 

310 "315 - 320' 

ACC TGC CCC AGG GGC GCC ACT CAT TGT TAT GAT GGG TAG 

Thr Cys Pro Arg Gly Ala Thr His Cys Tyr Asp Gly Tyr 



321 



330 



ATT CAT CTC TCA GGA GGT GGG CTG TCC ACC AAA ATG AGC 

He His Leu Ser Gly Gly Gly Leu Ser Thr Lys Met . Ser 

335 340 345 

ATT CAG GGC TGC GTG GCC CAA CCT TCC AGC TCC TTG TTG 

He Gin Gly Cys Val Ala Gin Pro Ser Ser Ser Leu Leu 

350 355 360 

AAC CAC ACC AGA CAA, ATC GGG ATC TTC TCT GCG CGT . GAG 

Asn His Thr Arg Gin He Gly He Phe Ser Ala Afg Glu 

365 370 

AAG CGT GAT GTG CAG CCT CCT GCC TCT CAG CAT GAG GGA 

Lys Arg Asp Val Gin Pro Pro Ala Ser Gin- His Glu Gly 

375 380 385 

GGT GGG GCT GAG GGC CTG GAG TCT CTC ACT TGG GGG GTG 

.Gly Gly Ala Glu Gly Leu Glu Ser Leu Thr Trp Gly Val 

390 395 
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1014 



1053 



1092 



1131 



1170 



1209 



1248 



1287 



GGG CTG GCA CTG GCC CCA GCG CTG . .TGG TGG GGA GTG GTT 
50 Gly Leu Ala Leu Ala Pro Ala Leu Trp Trp Gly Val " Val 
400 405 410 
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TGC CCT TCC TGC 
Cys Pro Ser Cys 
415 



1338 



TAACTCTATT 

ACCTCCCTCT 
CATTCTGTCC 
ACCTAACAGC 
GGAGAGGGGA 
TGTCCTTTCA 



ACCCCCACGA 
GACCTCATAA 
ATGAATCATC 
AACACTGGGG 
CGCTGGAGGA 
AAAAAAAAAA 



TTCTTCACCG 
CCTAATGGCC 
TTCCCCACAC 
AGAGCCTGGA 
GTGGCTGCAT 
AAAA 



CTGCTGACCA 
TTGGACACCA 
ACAATCATTC 
GCATCCGGAC 
GTATCTGATA 



CCCACACTCA 
GATTCTTTCC 
ATATCTATTC 
TTGCCCTATG 
ATACAGACCC 



1339 
1411 
1461 
1511 
1561 
1614 
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Patenianspriiche 

1. Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet der Imniunhamatologie und betriflft die von uns aufgeklartc PrimSr- 
sLTukuir des HNA-2a (ehemals NBl)- Antigens. Dieses Antigen wird auf neuirophilen Granulozyten exprimiert und 
wiirde von seinem Erstbeschreiber "NBl" genannt. Nach der Revision der Nomenklatur fiir Granulozyienantigene 
wird es "HNA-2a" (human neuU-ophil antigen 2a) bezeichneL 

2. Fur die von uns aufgeklarte Nukleotidsequeoz, die davon abgeleiiete Aminosauresequenz und die sich hieraus 
ergebenden NutzungsmogUchkeiien fiir das HNA-2a (NBl)-Antigen wird paienlrechtlicher Schutz beanuragL Nul- 
/aingsinogUchkeiten steDen RNA- Oder DNA-basierte- Verfahren zum Anligennachweis wie z, B. die Polymerase- 
Kciicnreakiion mit, sequenzspezifischen Primem (PCR-SSP), die Hybridisierungsrealoionen mil sequenzspezifi- 
schcn Oligonileotiden oder DNA-Scquenzierungsverfahren dar. Weitere Nutzungsmdglichkcitcn ergeben sich aus 
dcr rckombinanten Herstellung des HNA-2a- Antigens zum Nachweis von HNA-2a-spezifischen AUoantikorpem. 



- Leerseite - 



